C. 61.923 




[o b%^ 0O b 



L k r 



(19) REPUBLIC A DE CHILE 

MINISTERIO DE ECONOMJA 
FOMENTO Y RECONSTRUCCION 
SUBS ECRET ARIA DE ECONOMIA 



(12)TIPO DESOUCITUD: 

[x] INVENCION 

£J PRECAUCIONAL 

Q REVALIDA 
(43) Fecha de Publlcacibn: 

(21) Numero de Sollcllud: 2181-98 

(22) Fecha de Sollcttud 09-09-1998 




DEPARTAMIiMTO DE PROPIEDAD INDUSTRIAI 
(11) N # REGISTKO 



Q MOOELO DE UTILIOAD 
Q MEJORA 



(51) Int. CI. B : 



(30) Numero de Prlorldad: (pals. rT y fecha) 



(71) Nombre Sollcltante: (Inclulr dlrecc!6n y tel.) 



BIOSONDA S.A. 

F.duardo Castillo Velasco 2902 

Nufloa, Santiago 

CHILE 



(72) Nombre Invenlor(es): (inclulr dlrecc!6n) 

DE T CANNES , Alfredo Emilio. 



(74) Ropresentante: (Inclulr dlreccldn y telptnnq) 

* JARRY RICHARDSON , ALLAN , Atf . 11 do :!*p- 

tiembre No. 1 4 80, piso 14, Sant.iaqo, chi- 
le, Fono: 2360848. 



(54) Tltulo de la Invenclon: (maxlmo 330 caracleres) 

Hernocianina do Concholepas concholepas, proccclimionto para sit puri f icaci6n, composition como 
inmun6geno, uso cotno medicamento inmunoestinuilanto y para diagnOstico de inmunocomprr cm: i a . 

(57) Resumen: (maxlmo 1600 caracteres) 



Hernocianina purificada para ser empleada cotno aqente inmun6qeno en vertebrados, In cna.L se 
extrae de Concholepas concholepas (Loco) con La siguiente composici6n de ami no- a c.i dor. : As- 
partate (11,71), Glutamato (11,7?,}, Serina (5,4*), Glicina (ci,7%), Mistidina <5,<U), Ar.ti Ltii- 
na (4,7%), T/;eonina (3,9%), Alanina (7,7%), Prolina (5,8%), Tirosina (3,2%), Valina (fi,4*), 
Metionina (1,5%), Cistina (0,2%), Isoleucina (3 f l%), Leucina (7,5%), Fenilalanina ( r >,5'M, 
Lisina (10,3%). Procedimiento para la puri f icac!6n de dicha hernocianina de Concho lepnr, con- 
cholepas (Loco). Uso de diclia hernocianina para preparar un medicamento inmunoes t.imn lant.e y 
para preparar un producto ut.il para diagnos ticar la inmunoconpetencia. Composicion l'arn\ac:6u- 
tica que contiene dicha hernocianina junto a un vehtculo apropiado para su empleo en immmi- 
zaciOn de vertebrados . 



MEMORIA DESCRIPTIVA 



La presente invencion se refiere en general a hemocianina 
purificada de moluscos, para ser utilizada como agente inmuno- 
geno. Mas en particular, el presente invento se refiere a una 
hemocianina purificada de moluscos diferentes de Megathura ere- 
nulata, comunmente denominada KLH, por "Keyhole Limpet Hemocya- 
nin" (Hemocianina de Volcan de Mar) un procedimiento para su 
purif icacion, su formulacion como inmunogeno y su uso para la 
preparacion de un medicamento inmunoestimulante . 

ANTECEDENTES 

Las hemocianinas son proteinas respiratorias presentes en 
la hemolinfa de muchos invertebrados . Esta proteina contiene 
cobre, que le confiere el caracteristico color azul . Las hemo- 
cianinas de moluscos y artropodos son utiles para variadas 
aplicaciones en inmunologia, inmunoquimica y biotecnologia, de- 
bido a que son potentes inmunogenos, que inducen la sintesis de 
gran cantidad de anticuerpos especificos. Entre estas aplica- 
ciones se cuentan la producci6n de anticuerpos monoclonales y 
policlonales contra diferentes antigenos, tales como haptenos, 



peptidos sinteticos, proteinas recombinantes de microorganis- 
mos, plantas, animales y humanas . Los anticuerpos asi generados 
pueden ser empleados en la produccion de kits para el diagnos- 
tico, la deteccion de moleculas organicas, la terapia en anima- 
les y humanos, etc. 

La hemocianina de moluscos presenta una alta capacidad 
inmunogenica en vertebrados a causa de su alto peso molecular 
(peso molecular entre 4,5 x 10 6 a 1,4 x 10 7 ) y tambien por su 
origen f ilogenet ico, muy distante de los vertebrados. Esta mo- 
lecula contiene un gran numero de grupos e-amino de lisina, los 
cuales permiten su conjugacion con otras proteinas y con hapte- 
nos. La conjugacion se realiza mediante los metodos tradiciona- 
les basados en carbodiimida o glutaraldebldo . Una molecula de 
hemocianina acepta comunmente hasta 100 moleculas de hapteno 
sin perdida de inmunogenicidad. 

W.O. Weigle ("Immunochemical Properties of Hemocyanin", 
Immunochemistry . vol. 1, pp. 295-302, 1964) describio las pro- 
piedades inmunoquimicas de hemocianina extraida de Megathura 
crenulata, pero demostraron tambien que la preparacion empleada 
contenia al menos dos componentes antigenicos, de acuerdo a los 
resultados obtenidos por difusi6n en gel, inmunoelectrof oresis 
y electrof oresis en acetato de celulosa. 

J.E. Mellema and A. Klug ("Quaternary Structure of Gastro- 
pod Haemocyanin" . Nature vol. 239, pp. 146-150, 1972) demos- 



ninas extraidas de tres diferentes gastropodos (Kelletia kelle- 
tia, Busycon canal icula turn y Helix pomatia) . En todas ellas, 
las hemocianinas forman particulas cillndricas, no encontrando- 
se diferencias f undamentales en su estructura. Las variaciones 
parecen reflejar diferencias debidas a los metodos de prepara- 
cion. 

H.B. Herscowitz, W.W. Harold and A.B. Stavitky ("Immuno- 
chemical and Immunogenic Properties of Purified Keyhole Limpet 
Haemocyanin" , Immunology, vol. 22, pp. 51-61, 1972) dieron a 
conocer un metodo altamente reproducible para obtener una pre- 
paracion relat ivamente homogenea de hemocianina de Megathura 
crenulata. Este procedimiento emplea cromatograf £a de intercam- 
bio ionico en DEAE-celulosa, seguido de filtracion en gel en 
perlas de agarosa. El producto obtenido se analizo mediant e in- 
munoelectrof oresis en agar, electrof oresis en geles de polia- 
crilamida y por doble difusion en agar, demos trandose que la 
preparacion purificada contenia solo un componente antigenico 
principal, en cambio el material crudo contenia multiples com- 
ponentes antigenicos . 

J. Markl, A. Save 1- Niemann, A. Wegener- St rake , A. Suling, 
A. Schneider, W Gebauer, J.R. Harris ("The role of two distinct 
subunit types in the architecture of keyhole limpet henocyanin 
(KLH) , Naturwissenschaf ten. vol 78, pp. 512-514, 1991) utili- 
zando microscopia electronica de transmision con tincion nega- 
tiva, ultracentrif uaacion . disociacion en tamnnnes anrnni^Hns v 



subsecuente cromatograf la en geles nativos de poliacrilamida, 
demostraron que la hemocianina de Megathura crenulata contiene 
dos tipos de moleculas* una compuesta de 8 unidades funcionales 
denominada tipo-1 y otra compuesta por 7 unidades funcionales 
denominada tipo-2 . 

J. R. Harris, W. Gebauer and J. Markl (" Immunoelectron mi- 
croscopy of hemocyanin from the Keyhole Limpet (Megathura cre- 
nulata) : A parallel subunit model", Journal of Structural Bio- 
logy, vol 111, pp. 96-104 , 1993) utilizaron anticuerpos mono- 
clonales ant i -hemocianina de Megathura crenulata en microscopia 
electronica de transmision con tincion negativa y encuentran 
que dentro de cada decamero existiria un arreglo en paralelo de 
subunidades. 

R.D. Swerdlow, R . F . Ebert , P. Lee, C. Bonaventura and 
K.I. Miller ("Keyhole limpet hemocyanin: structural and func- 
tional characterization of two different subunits and multi- 
mers" , Comparative Biochemistry and Physiology, vol 113B, pp. 
537-548, 1996) demostraron mediante analisis de inmunoelectro- 
foresis que las dos formas moleculares descritas para hemocia- 
nina (KLH1 y KLH2) difieren en la respuesta inmune que provocan 
en animales de experimentacion . 

S.M. Sohngen, A. Stahlmann, J.R Harris, S.A. Muller, A. 
Engel and J. Markl ("Mass determination, subunit organization 
and control of oligomerization states of keyhole limpet hemo- 



602-614, 1997) presentan un estudio de la estructura de KLH1 y 
KLH2 mediante microscopia electronica de barrido analitica, 
electrof oresis en geles de poliacrilamida, inmunoelectrof ore- 
sis, digestion proteolitica controlada y secuenciaciacion de 
aminoacidos . Demuestran que estas subunidades funcionales di- 
fieren en tamario y en la forma de agregacion preferente. Se 
encontro una masa molecular de 400 KDa y 345 KDa para KLH1 y 
KLH2, respect ivamente . La subunidad KLH1 tiene 8 dominios fun- 
cionales diferentes de 45 a 65 Da. La subunidad KLH2 tiene 7 
dominios funcionales y carece del dominio C-terminal denominado 
lh presente en KLH1. Las subunidades difieren en su velocidad 
de asociacion y disociacion. 

C.A. Olsson, R. Chute and C. N. Rao ("Immunologic reduc- 
tion of bladder cancer recurrence rate", Jornal of Urology, vol 
111, pp 173-176, 1974) dan a conocer sus observaciones sobre la 
inmunoestimulacion no especifica con hemocianina de Keyhole- 
limpet en 29 pacientes (26 hombres y 3 mujeres, en un rango en- 
tre 30 y 93 anos de edad, que no habian recibido radioterapia o 
quimioterapia ) diagnosticados con carcinoma superficial transi- 
cional de vejiga. Los pacientes se dividieron en dos grupos 
atendiendo a la historia de la enfermedad: Grupo 1, compuesto 
por 10 pacientes con 13 episodios de tumor vesical que recibie- 
ron 5 mg de hemocianina subcutaneamente al momento de iniciar 
el estudio. Este grupo se considera su propio control, porque 



vio al tratamiento. Grupo 2, compuesto de 19 pacientes con 
diagnostico reciente (1 ano) y tratados mediante reseccion 
transuretral solamente. De este grupo 9 pacientes fueron inmu- 
nizados con hemocianina y 10 no se inmunizaron, conformando el 
grupo control . En ambos grupos de pacientes tratados con hemo- 
cianina se encontro una reduccion signif icativa de la frecuen- 
cia en la recurrencia del tumor en un periodo de seguimiento de 
2 afios 

CD. Jurincic, U. Engelmann, J. Gasch and K.F. Klippel 
("Immunotherapy in bladder cancer with Keyhole -limpet hemocya- 
nin: A randomized study", Journal of Urology, vol 139, pp 723- 
726, 1988) presentan los resultados de dos estudios conducentes 
a evaluar el efecto inmunoterapeutico de la hemocianina de Ke- 
yhole-limpet en pacientes diagnosticados con cancer superficial 
de vejiga. El primer estudio comenzo en 1982 e involucra a 44 
pacientes que fueron operados de cancer superficial recurrente 
de vejiga. Previo a la terapia mediante instilacion vesical 
con hemocianina, los pacientes fueron inmunizados con 1 mg de 
hemocianina intracutaneamente y al mes, recibieron 10 mg me- 
diante instilacion vesical. El grupo control recibio mensual- 
mente 2 0 mg de mitomicina C. De los 21 pacientes del grupo 
tratado con hemocianina, 20 (95,2%) presentaron prevencion par- 
cial y completa del tumor y 3 (14,2%) presentaron recurrencia 
del tumor, comparado con 9 (39,1%) del grupo control. El se- 
annHn pj=?fnH-io rmmen7.n pn 1 9R4 rnn ftl naripnhps hup rprihiprnn 



el mismo tratamiento que en el estudio anterior. En este caso 
no hay grupo control. Se encontro que 17 pacientes (20.9%) pre- 
sentan recurrencia del tumor y 70 (86,4%) tuvieron parcial y 
completa prevencion. En los pacientes tratados con hemocianina 
de Keyhole -limpet no se encontr6 efectos adversos locales o 
sistemicos . 

J. Flamm, A. Bucher, W. Holtl and W. Albrecht ("Recurrent 
superficial transitional carcinoma of the bladder: Adjuvant 
chemoherapy versus immunotherapy. A prospective randomized 
trial", Journal of Urology, vol 144, pp. 260- 263, 1990) des- 
criben los resultados de un estudio comparativo sobre la pre- 
vencion y tratamiento de la terapia estSndar del cancer transi- 
cional de vejiga con etoglucidos versus la inmunoterapia con 
hemocianina de Keyhole-Limpet, en un universo de 84 pacientes 
con alto riesgo de recurrencia del tumor. Previo al inicio de 
las instilaciones , todos los pacientes fueron sometidos a una 
remocion transuretral del tumor y, por lo tanto, se presumieron 
libres del tumor al inicio del tratamiento. El grupo de pa- 
cientes tratados con etoglucido recibio 0,565 gm semanalme;.ite 
durante 6 semanas y luego mensualmente por 1 afio. El grupo de 
pacientes tratados con hemocianina fue inmunizado con 1 mg in- 
tracutaneamente y luego recibio instilaciones vesicales de 3 0 
mg durante 6 semanas y luego mensualmente durante 1 ano. El 
porcentaje de recurrencia fue de un 60,9% en el grupo de pa- 
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tes tratados con hemocianina . La diferencias entre ambos tra- 
tamientos no fue signif icativa, concluyendose que la inmunote- 
rapia de este tipo de tumores recurrentes con hemocianina es 
comparable en eficacia al tratamiento estandar. 

D: L: Lamm, J.I. devane, D . R . Riggs and R.F.Ebert ("Immu- 
notherapy of murine bladder cancer with Keyhole Limpet hemocya- 
nin (KLH) " Journal of Urology, vol. 149, pp. 648-652, 1993) 
presentan los resultados de la inmunoterapia con hemocianina de 
Keyhole -limpet en un modelo experimental de cancer de vejiga, 
en ratones C3H/HeN implantados con celulas MBT2 y demuestran 
que la hemocianina es un inmunomodulador con una signif icativa 
actividad anti-tumoral en este modelo animal. 

M . M. Wishahi, I.M.H. Ismail, H. Ruebben and T. Otto ("Ke- 
yhole-limpet hemocyanin immunotherapy in the bilharzial bla- 
dder: A new treatment modality? phase II trial: Superficial 
bladder cancer", Journal of Urology, Vol 153, pp. 926-928, 
1995) describen los resultados del tratamiento con hemocianina 
de Keyhole -limpet de 13 pacientes que presentan tumores transi- 
cionales de vejiga asociados con schistosomiasis urinaria. Se 
encontro que la inmunoterapia con hemocianina redujo la tasa de 
recurrencia del tumor a un 15,4% comparado con el 76,9% antes 
de la terapia. 

Basandose en el estado de la tecnica, existen preparacio- 
nes disponibles actualmente en el comercio que contienen hemo- 
rianins Pvt- f Hp /Vfpnv? t h 1 1 ra rir&ryul at.a nor pi mpt-r>Hn ^nt.prinr- 



mente descrito. Las preparaciones se comercializan en la forma 
de hemocianina liofilizada. 

Los preparados de hemocianina actualmente en uso, presen- 
tan algunos importantes inconvenientes y desventajas t^cnicas 
que no han sido superadas . En particular, debido a su tamano y 
alto peso molecular, la hemocianina pierde su solubilidad en 
agua despues de la liof ilizacion . Si bien esto no afecta su in- 
munogenicidad, estorba la determinacion del grado de sustitu- 
cion con proteinas y haptenos, aun despues de eliminar las par- 
ticulas insolubles . 

Por est as razones, seria deseable proporcionar un producto 
puro y soluble, que no presente tales inconvenientes. El pre- 
sente invent o deberia proporcionar ademas un procedimiento con- 
veniente para la preparacion de una hemocianina soluble y eata- 
ble y una formulacion adecuada para su aplicacion como inmuno- 
geno . 

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

La Figura 1 muestra una micrografia electronica de las 
particulas de hemocianina purificada de Concholepas concholepas 

(Loco) . La preparacion corresponde a una tincion negativa con 
acetato de uranilo. Se presenta la estructura de cilindro hueco 
de la proteina vista desde arriba (flecha corta) o de lado 

(flecha larga) donde adernoLs se rauestran subunidades (asteris- 



La Figura 2 es un grafico que muestra los perfiles de las 
cromatograf ias de filtracion en gel de la hemocianina purifica- 
da de Concholepas concholepas (Loco) y la hemocianina purifica- 
da de Keyhole limpet (KLH) en Sepharosa 4B-200. El eje x pre- 
senta el numero de la fraccion y el eje y presenta la absorban- 
cia a 280 nm. 

La curva indicada con circulos blancos corresponde a la hemo- 
cianina purificada de Keyhole limpet. 

La curva indicada con triangulos blancos corresponde a la IgG. 
La curva indicada con circulos negros corresponde a la a hemo- 
cianina de Concholepas concholepas (Loco) . 

La Figura 3 es un grafico que muestra las curvas corres- 
pondientes a los perfiles de ELISA de ratones inmunizados con 
un hapteno (Gizerosina) unido a hemocianina de Concholepas con- 
cholepas (Loco) . El eje x presenta la dilucion al doble del 
suero y el eje y presenta la absorbancia a 4 05 nm. 
La curva indicada con rombos corresponde al control de AlbUmina 
de Suero de Bovino t rat ado con glutaraldehido 

La curva indicada con triangulos corresponde al control de His- 
tamina unida a Albumina de Suero de Bovino con glutaraldehido. 
La curva indicada con cuadrados corresponde al hapteno (Gizero- 
sina) ligado a Albumina de Suero de Bovino. 

La Figura 4 es un grSfico que muestra las curvas corres- 
pondientes a la titulaci6n del suero ant i -hemocianina de Con- 



cholepas concholepas (Loco) . El eje x presenta la diluci6n del 
suero y el eje y presenta la densidad optica. 

La curva indicada con rombos corresponde a la hemocianina de 
Concholepas concholepas (Loco) como antigeno. 

La curva indicada con cuadrados corresponde a la hemocianina 
purificada de Keyhole limpet como antigeno. 

La Figura 5 es un grafico que muestra las curvas corres- 
pondientes a la titulacion del suero ant i- hemocianina purifica- 
da de Keyhole limpet. El eje x presenta la dilucion del suero y 
el eje y presenta la densidad optica. 

La curva indicada con rombos corresponde a la hemocianina puri- 
ficada de Keyhole limpet como antigeno. 

La curva indicada con cuadrados corresponde hemocianina de Con- 
cholepas concholepas (Loco) como antigeno. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Se ha encontrado en la presente invencion que la hemocia- 
nina puede ser extraida de moluscos diferentes de Megathura 
crenulata, lograndose hemocianinas que presentan una actividad 
inmunogenica sorprendentemente alta. Por otra parte, el prepa- 
rado obtenido en esta invencion, empleando f raccionamiento sa- 
lino y microf iltracion, no tiene las desventajas del producto 
liofilizado, llegandose a una solucion transparente de color 
azul, que es estable por lo menos un ano a 4°C. 



De acuerdo a lo anterior, el primer aspecto de la presente 
invencion consiste en una hemocianina purificada para ser em- 
pleada como agente inmun6geno en vertebrados. Esta hemocianina 
se extrae de moluscos diferentes de Megathura crenulata y se 
obtiene en la forma de una soluci6n transparente de color azul . 
En la realizacion preferida de la presente invencion, el molus- 
co empleado es Concholepas concholepas (Loco) . 

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a 
un procedimiento para la purificacion de hemocianina de molus- 
cos diferentes de Megathura crenulata. Este procedimiento, que 
se realiza a 4°C, consiste en las siguientes operaciones: 

Hacer incisiones diagonales con una hoja afilada en ei pie 
del molusco. 

• Dejar escurrir la hemolinfa por 30 a 60 minutos. 

• Dejar decantar le hemolinfa, para eliminar las particulas 
gruesas . 

• Filtrar el sobrenadante por lana de vidrio 

• Centrifugar a baja velocidad para eliminar celulas 

• Someter la hemolinfa obtenida a f raccionamiento salino 
Resuspender el precipitado en una soluci6n amortiguadora y 
repetir el f raccionamiento salino por una o dos veces. 

• Realizar una microf iltracion (0,2^m), para obtener la solu- 
cion transparente y esteril de color azul, rica en hemocia- 
nina . 



En un tercer aspecto, la presente invencion consiste en el 
uso de la hemocianina en la preparacion de un medicamento inmu- 
noestimulante para humanos . Este medicamento es de gran utili- 
dad para el diagnostico y tratamiento de los pacientes que pre- 
sentan inmunosupresi6n. Una aplicacion particular de este medi- 
camento corresponde al tratamiento de tumores y cancer, como es 
el caso de los tumores epiteliales recurrentes de la vejiga. 

En un cuarto aspecto, la presente invencion consiste en 
una formulacion que contiene hemocianina, util para su empleo 
en inmunizacion de vertebrados. Pref erentemente la formulacion 
contiene 30 a 300 mg/ml de hemocianina y un vehiculo apropiado 
para su empleo en inmunizacion de vertebrados. Mas pref erente- 
mente, la formulacion contiene 110 mg/ml de hemocianina, di- 
suelta en 0,125 M NaCl y 5 mM de fosfato de sodio, a pH 7,2. 

Como "un vehiculo apropiado para su empleo en inmuniza- 
ci6n n debe entenderse a cualquier solucion salina que permita 
ajustar la fuerza ionica y el pH de la preparaci6n, de tai ma- 
nera que pueda emplearse en la inmunizacion de animales. 

Es importante destacar que la obtenci6n de la hemocianina 
a partir de moluscos, no tiene como consecuencia la sobre- 
explotacion del recurso, ya que una vez obtenido la hemolinfa 
del pie del organismo, este se puede destinar en la forma habi- 
tual, a la alimentacion humana. Por lo tanto, se obtiene un 
producto de alto valor comercial, a partir de un subproducto de 
1^ PYt-rarrinn normal Hp. f>&t ns nraanismns. 



(0,2\m), para obtener la soluci6n transparente y est^ril de co- 
lor azul, rica en hemocianina. 



Tabla 1.- Composicion de amino Scidos de la hemocianina de 



Concholepas concholepas (Loco) . 



Aminoacido 


% Molar 


Aspartato 


11,7 


Glutamato 


11,7 


Serina 


5,4 


Glicina 


6,7 


Histidina 


5,9 


Arginina 


4,7 


Treonina 


3,9 


Alanina 


1,1 


Prolina 


5,8 


Tirosina 


3,2 


Valina 


5,4 


Metionina 


1,5 


Cistina 


0,2 


Isoleucina 


3,1 


Leucina 


7,5 j 


Fenilalanina 


5,5 I 


Lisina 


10,3 | 



La hemocianina obtenida se analizo por cromatograf la li- 
quida de alta resolucion, derivatizando la muestra con cloruro 
de dansilo. La Tabla 1 muestra la composicion de amino ocidos 
de la hemocianina de Concholepas concholepas (Loco) 

La Figura 1 muestra una micrografla electronica de la he- 
mocianina purif icada de Colchonepas concholepas (Loco) . 

La Figura 2 muestra una cromatograf £a de filtracion en gel 
de la hemocianina purificada de Concholepas concholepas (Loco) 
en Sepharosa 4B-200. Se puede observar que el producto se pre- 



EJEMPLOS DE REAL I ZAC I ON 

Los ejemplos siguientes son ilustrativos de esta inven- 
cion. Se muestra la utilidad de la hemocianina como inmunogeno, 
el procedimiento para su extraccion y su formulacion. 

E jem plo 1 

Purif icacion de hemocianina a partir de Concholepas con- 
cholepas (Loco) 

La hemocianina se obtuvo de la hemolinfa de Concholepas 
concholepas (Loco), extraidos de la costa chilena. Todo el pro- 
ceso se realiza manteniendo una temperatura de 4°C. Los locos 
vivos, se sangran haciendo incisiones diagonales en el pie del 
molusco con una hoja afilada, dejando escurrir la hemolinfa por 
30 a 60 minutos. A continuaci6n se deja decantar la hemolinfa, 
para eliminar las partlculas gruesas y se filtra el sobrenadan- 
te por lana de vidrio. El filtrado se centrifuga a baja velcci- 
dad para eliminar celulas (4.000 rpm por 20 minutos). La nemo- 
linfa obtenida se somete a precipitacion con sulfato de amonio 
a una saturacion del 50% y se deja precipitar por 12 horas, el 
precipitado se separa del sobrenadante por centrif ugacion 
(10.000 rpm por una hora) . El precipitado se resuspende en una 
soluci6n amort iguadora (PBS, pH 7.2) y se repite la precipita- 
cion por dos veces . Finalmente se realiza una dialisis para re- 
mnvpr pi mil f ato de amonio v se somete a microf iltracion 



Dia 15: 50 fig de antigeno en Adjuvante de Freund's Incomple- 
te en la planta de los pies. 

Dia 30: 50 \xq de antigeno en Adjuvante de Freund's Incomple- 
to, en la planta de los pies. 

Dia 60: Refuerzo, 100 jug de antigeno en PBS, intraperitoneal 
e intravenosa. 

Antes de la inmunizacion, se sangro parcialmente a los 
animales para obtener el suero pre-inmune. La respuesta inmune 
se evaluo a los dias 11, 25, 40 y 70 post-inmunizacion. 

b. Evaluacion de la respuesta inmune especifica 

Se usaron placas de multiposillo (ELISA) cubiertas con el 
hapteno (Gizerosina) unida a Albumina de Suero de Bovino con 
glutaraldehido . Como control de especif icidad se empleo Albumi- 
na de Suero de Bovino tratada con glutaraldehido e Histamina - 
relacionada estructuralmente con Gizerosina- ligada a Albumina 
de Suero de Bovino por el mismo metodo. 

La Figura 3 muestra un perfil representative del ELISA de 
los ratones inmunizados. El experimento muestra claramente que 
existe una respuesta inmune fuerte y especifica contra el hap- 
teno despues de la dosis de refuerzo. 



Ejemplo 3 



senta un perfil cromatograf ico diferente a la hemocianina puri- 
ficada de Keyhole limpet. 

Inmunizacion de ratones con haptenos unidos a hemocianina 
de Concholepas concholepas (Loco) 

Se acoplo el hapteno Gizzerosina (GZ) -aducto de histamina 
y lisina- a la hemocianina extraida de Concholepas concholepas 
(Loco) empleando el rnetodo clasico descrito en "Current Proto- 
cols in Immunology" (J.E. Colligan, A.M. Kruinsbeek, B.H. Mar- 
gulies, E.M. Shevach and W. Strober. Volumen 2, Capitulo 9, 
Peptides 9.4 Production of Anti-Peptide Antisera. National Ins- 
titute of Health. Willey Interscience, 1993) . 

Para probar la capacidad inmunogenica de la hemocianina 
extraida de Concholepas concholepas (Loco) se realizo una serie 
de inmunizaciones de ratones con el antigeno indicado anterior- 
mente (hapteno Gizerosina, acoplado a hemocianina) . A continua- 
cion se describe un experimento representative : 
a. Inmunizaci6n de ratones 

Se inmunizaron grupos de ratones hembra Balb/c de 2 meses 
de edad de acuerdo al siguiente programa: 

Dia 1: 50 [xg de antigeno en Adjuvante de Freund's Completo, 
intraperitoneal y en la planta de los pies. 



muestra una alta inmunogenicidad de la hemocianina de Conchole- 
pas concholepas (Loco) , Ademas se observa una baja reaccion 
cruzada con la hemocianina de KLH. El rnisrao tipo de resultado 
tambien se observa en la Figura 5, que muestra la titulacion 
del suero anti-KLH con hemocianina de Keyhole limpet y con CCH. 

Ejemplo 5 

Composicion de hemocianina de Concholepas concholepas (Lo- 
co) 

Se preparo una composicion de hemocianina de Concholepas 
concholepas (Loco) para su uso comercial como agente inmunoge- 
nico. Este producto presenta las siguientes caracteristicas : 

Presentacion 
Envases esteriles 

Contenido: 0,5 mL de solucion 

Concentracion de hemocianina: 110 mg/ml 

Vehiculo: 0,125 M NaCl en 0,1 M de Fosfato de So- 

dio, 

pH 7,0 

Esta composicion es estable por mas de un ano, cuando se 
guarda a una temperatura de 4°C. 

Esta composicion ha sido empleada exitosamente en el desa- 



Generacion de anticuerpos monoclonales para Gizerosina 
usando la hemocianina de Concholepas conchclepas (Loco) . 

Se realizo una fusion somatica entre linfocitos de bazo de 
un raton inmunizado con Gizerosina acoplada a hemocianina de 
Concholepas concholepas (Loco) con c<§lulas mieloides de la li- 
nea celular NSO/2. La fusion se efectuo siguiendo el protocolo 
clasico descrito por G. Kohler y C. Milstein ("Continuous cul- 
ture of fused cells secreting antibody of predefined specifici- 
ty" . Nature; vol. 156, n° 5517, p. 495-497, 1975). Como resul- 
tado se obtuvo 4 anticuerpos monoclonales que reaccionan con 
Albumina de Suero de Bovino modificada con el hapteno. Dos de 
estos anticuerpos presentaron una alta especif icidad contra Gi- 
zerosina y una baja react ividad contra Histamina en solucion. 

Ejemplo 4 

Intnunogenicidad de la hemocianina de Concholepas conchole- 
pas (Loco) . 

Se inmunizaron ratones Balb/C con la misma cantidad o.e he- 
mocianina purificada de Keyhole limpet (KLH) y hemocianina de 
purif icada Concholepas concholepas (CCH) , empleando las mismas 
condiciones descritas en el ejemplo 2. La respuesta inmune se 
midio por ELISA, empleando placas de poliestireno recubiertas 
con el respective antlgeno. En cada caso, la union no especlfi- 
ca del anticuerpo a la placa se determin6 usando albumina de 
ouorn r\o Kaui no r-nmo nn ^nt- inpnn i rrfil evaritft . La Fiaura 4 



como peptidos sinteticos, proteinas humanas recombinantes y 
haptenos . 

La exposicion hecha en la presente memoria descriptiva es- 
ta destinada a ser interpretada en terminos amplios. Los ejem- 
plos deben ser interpretados solo como ilustrativos y no como 
limitativos . 



REIVINDICACIONES 



1. Hemocianina purificada para ser empleada como 
agente inmunogeno en vertebrados, CARACTERIZADA porque se ex- 
trae de Concholepas concholepas (Loco) y con la siguiente com- 
posicion de amino-acidos : Aspartato (11,7%), Glutamato (11,7%), 
Serina (5,4%), Glicina (6,7%), Histidina (5,9%), Arginina 
(4,7%), Treonina (3,9%), Alanina (7,7%), Prolina (5,8%), Tiro- 
sina (3,2%), Valina (5,4%), Metionina (1,5%), Cistina (0,2%), 
Isoleucina (3,1%), Leucina (7,5%), Fenilalanina (5,5%), Lisina 
(10,3%) . 

2. Procedimiento para la purificacion de hemocianina 
de Concholepas concholepas, CARACTERI Z ADO porque consiste en 
las operaciones de hacer incisiones diagonales con una hoja 
afilada en el pie del molusco, dejar escurrir la hemolinfa por 
30 a 60 minutos, dejar decantar la hemolinfa, para eliminar las 
particulas gruesas, filtrar el sobrenadante por lana de vidrio, 
centrifugar a baja velocidad para eliminar celulas, someter la 
hemolinfa obtenida a ultracentrif ugacion, resuspender el preci- 
pitado en una solucion amortiguadora y repetir la ultracentri- 
fugacion por una o dos veces y realizar una microf il tracion 
(0,2u.m), para obtener la solucion transparente y esteril de co- 
lor azul palido, rica en hemocianina. 



3. Uso de la hemocianina segun la reivindicacion 1, 
CARACTERI ZADO porque sirve para preparar un medicamento inmu- 
noestimulante . 

4. Uso de la hemocianina segun la reivindicacion 1, 
C ARACT E R I Z A DO porque sirve para preparar un prpducto para diag- 
nosticar inmunocompetencia . 

5. Composici6n farmaceutica CARACTERI ZADA porque con- 
tiene hemocianina, segun la reivindicacion 1, y un vehiculo 
apropiado para su empleo en inmunizacion de vertebrados. 

6. Composicion segun la reivindicacion 5, CARACTE- 
RIZADA porque contiene 1 a 500 mg/ml de hemocianina, y un vehi- 
culo apropiado para su empleo en inmunizacion de vertebrados. 

7. Composicion segun las reivindicaciones 5 y 6, 
CARACTERI ZADA porque contiene mas pref erentemente entre 20 y 
200 mg/ml de hemocianina, disuelta en 0,125 Ma 0,9 M de NaCl y 
0,1 M de fosfato de sodio, a pH 7,0. 



English Abstract - CL 2181-98 



A purified hemocyanin for being used as an immunogen agent in vertebrates. Being extracted 
said hemocyannin from mollusks other than Maqathura crenulata and obtained as a clear blue 
color solution. The mollusk Concholepas concholepas (LOCO) is used in the preferred 
embodiment or the instant invention. Furthermore, a process for purifying this hemocyanin is 
disclosed, consisting in the following steps: a) performing diagonal slits in the foot of the live 
mollusk, leaving the hemolymph to drain (bleed) for 30 to 60 minutes at 4°C, b) submitting to a 
saline fractioning the obtained hemolymph and c) carrying out an ultrafiltration, for obtaining the 
clear blue solution, rich in hemocyanin. Additionally, the present invention consists in a 
formulation which comprises hemocyan, and to the of thereof in vertebrates immunization, as 
web as the use for preparing an immunostimulant medicine. 



